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Bioethanol production can be done by a process of fermentation material containing 
glucose, cellulose fiber and starch. Pineapple is one of the ingredients containing glucose. 
This study produces bioethanol from reject pineapple juice. The purpose of this study to 
determine the effect of stirring rate on bioethanol yield and to get the best conditions in the 
manufacture of bioethanol made from pineapple juice reject. There are several stages in the 
research, the preparation of raw materials, fermentation, and purification products. The 
variables used are the stirring speed in the process of fermentation: 100, 150, 200, 250, and 
300 rpm with fermentation time 12, 24, 36, 48, 72, 84, 96, 108 and 120 hours. Anaerobic 
fermentation process takes place with the help of the yeast Saccharomyces cerevisiae with the 
addition of some nutrients. To measure the ethanol formed, the purification process is carried 
out using a rotary evaporator. The results showed that the highest ethanol content of 10% v/v 
with yield of 95.32% obtained at the stirring rate of 200 rpm with a fermentation time of 60 
hours. 
Keywords: Bioethanol, Reject pineapple, Stirring, Saccharomyces cerevisiae. 
I. Pendahuluan 
Perkiraan tentang penurunan produk 
minyak bumi dan terus meningkatnya 
kebutuhan terhadap sumber energi minyak 
bumi, mendorong penelitian dan 
pengembangan sumber energi alternatif 
dari sumber yang dapat diperbaharui. 
Bioetanol dapat dijadikan sebagai salah 
satu sumber energi alternatif yang tidak 
mencemari udara karena memiliki bilangan 
oktan yang tinggi dan mudah diuraikan 
oleh mikroorganisme [Rudi, 2013]. 
Bioetanol dapat diproduksi melalui 
proses fermentasi bahan-bahan yang 
mengandung pati, gula dan bahan berserat. 
Di Indonesia perkebunan buah nanas cukup 
banyak, ketika musim panen, 10% dari 
hasil panen merupakan limbah yang disebut 
juga dengan reject nanas dan jika dibiarkan 
akan menimbulkan pencemaran 
lingkungan. Nanas merupakan salah satu 
jenis tanaman yang mengandung gula yaitu 
sekitar 12% [Anggoro, 2012]. 
Mengingat kandungan karbohidrat 
dan gula yang cukup tinggi tersebut maka 
nanas ataupun reject nanas memungkinkan 
untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku 
pembuatan bioetanol. Pengadukan 
merupakan salah satu faktor yang 
mempengaruhi proses fermentasi. Sehingga 
penting dilakukan tinjauan tentang 
pengaruh laju pengadukan untuk 
mendapatkan konsentrasi bioetanol yang 
tinggi dalam waktu fermentasi yang singkat 
[Ahmad, 2009]. 
Fermentasi berasal dari kata ferfere 
yang artinya mendidihkan. Fermentasi 
dapat didefenisikan sebagai perubahan 
gradual oleh enzim, beberapa bakteri, 
khamir dan jamur. Proses fermentasi terjadi 
karena adanya aktivitas mikroba penyebab 
fermentasi pada substrat organik yang 
sesuai. Menurut Ahmad [2009], fasa 
pertumbuhan mikroorganisme pada 
fermentasi ada 4 fasa yaitu, fasa lag atau 
adaptasi, Fasa log atau fasa eksponensial, 
fasa stasioner dan fasa kematian atau 
declin. 
Saccharomyces cerevisiae merupakan 
salah satu spesies khamir yang memiliki 
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daya konversi gula menjadi etanol sangat 
tinggi. Mikroba ini biasanya dikenal 
dengan baker’s yeast. Produk metabolit 
utama adalah etanol, CO2, dan air, 
sedangkan beberapa produk lain dihasilkan 
dalam jumlah sedikit. Khamir ini bersifat 
fukultatif  anaerobik. Dalam proses 
fermentasi, glukosa didegradasi menjadi 
etanol dan CO2 melalui satu jalur 
metabolisme yang disebut glikolisis. Jalur 
glikolisis disebut juga sebagai jalur 
Embden-Meyerhof-Parnas [Gottschalk, 
1985]. 
Fermentasi dapat dilakukan dalam 
fermentor yang berbentuk tangki 
berpengaduk. Fermentasi pembuatan etanol 
merupakan proses metabolisme anaerob. 
Reaksi yang terjadi secara keseluruhan 
pada kondisi anaerob mengikuti persamaan 
berikut ini:  
C6H12O6         2C2H5OH + 2CO2 + energi  
Setiap 1 gram glukosa 
menghasilkan 0,51 gram etanol. Hasil 
samping yang terbentuk antara lain 
asetaldehid (sebagian kecil eter) dan 
minyak fusel, yang merupakan campuran 
senyawa alkohol tingkat tinggi dengan 
komposisi tergantung bahan baku 
[Febriningrum, 2009]. Faktor-faktor yang 
mempengaruhi proses fermentasi untuk 
menghasilkan etanol adalah pH, 
temperatur, konsentrasi glukosa di dalam 
substrat, nutrisi, jenis yeast yang 
digunakan, aerasi, dan agitasi [Ahmad, 
2009]. 
Pengadukan merupakan suatu 
perlakuan dengan gerakan terinduksi 
terhadap suatu bahan di dalam bejana. 
Pengadukan berfungsi untuk 
menghomogenkan larutan dan memperluas 
bidang permukaan kontak antara subtrat, 
enzim dan yeast sehingga mempengaruhi 
bioetanol yang dihasilkan. Pengadukkan 
perlu dilakukan agar zat pereaksi dapat 
bertumbukkan dengan baik [Februadi, 
2012]. Fungsi pengadukan selain 
penyeragaman distribusi oksigen terlarut di 
dalam media cair adalah sebagai pemecah 
sel berkoloni sehingga sel-sel 
mikroorganisme tidak menyatu membentuk 
gumpalan-gumpalan (flok-flok). Jika sel 
yang terdapat di dalam media cair 
membentuk flok maka pengembangbiakan 
sel akan terganggu akibat sel tersebut tidak 
mendapatkan makanan yang cukup dari 
subtrat [Perry, 1984]. 
Pada penelitian ini jenis pengaduk 
yang digunakan adalah jenis pengaduk 
turbine. pemilihan pengaduk jenis ini 
karena disekitar pengaduk terjadi daerah 
turbulensi yang kuat, arus dan geseran yang 
kuat antar fluida. Jenis ini juga berguna 
untuk dispersi gas yang baik. Sehingga 
Pengaduk turbin lebih sering digunakan 
untuk bahan dengan viskositas yang 
rendah. Pengaduk ini seringkali disebut 
sebagai pengaduk serba guna karena dapat 
digunakan untuk berbagai jenis keperluan. 
Serta dapat digunakan pada berbagai 
macam jenis pengaduk tanpa memandang 
rancangan [Perry, 1984]. 
Manfaat dari penelitian yang dilakukan 
adalah dapat memberikan pengetahuan 
pada peneliti serta masyarakat umum 
tentang pengaruh laju pengadukan terhadap 
biokonversi reject nanas menjadi bioetanol 
dengan melihat hasil dan kondisi optimum 
yang dihasilkan. 
II. Metode Penelitian 
2.1 Alat yang Digunakan  
Alat yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah fermentor 2000 ml, blender, tuas 
pemeras, lumping dan alu, timbangan 
analitik, autoclave, inkubator, waterbath, 
vortex mixer, gelas ukur, labu ukur, cawan 
porselin, tabung reaksi, sentrifuse, pipet 
tetes, oven, desikator, corong kaca, botol 
semprot, pH meter, erlemenyer, batang 
pengaduk, oven, ayakan, pisau, rotary 
evaporator, alkoholmeter, dan 
spektrofotometer. 
 
2.2 Bahan yang Digunakan 
Bahan yang digunakan adalah Reject 
nanas, saft instant, Urea [(NH2)2CO], NPK 
[NH4H2PO4], NaOH 1 M, Reagen 
Anthrone, H2SO4 pekat, Glukosa anhidrat, 
NaCl 0,1 M, aquadest, kertas saring, kain 
kassa, kapas, dan benang. 
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2.3    Variabel Penelitian 
Variabel yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu variabel tetap meliputi, 
konsentrasi ragi 0,3% b/v [Febrian, 2011], 
Konsentrasi Urea 0,5% b/v [Octari, 2011], 
Konsentrasi NPK 0,08% b/v [Aini, 2011], 
Suhu ruangan, pH4 - 4,5 [Ahmad, 2009]. 
Variabel berubah meliputi, kecepatan 
pengadukan 100, 150, 200, 250, dan 300 
rpm. Serta waktu fermentasi yaitu 12, 24, 
36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 dan 120 jam. 
2.4    Tahap Persiapan  
Tahapan persiapan bahan dilakukan 
dengan memotong-motong reject nanas, 
dihaluskan dengan blender rumah tangga 
kemudian disaring dengan menggunakan 
kain dan diperas sehingga diperoleh sari 
reject nanas yang telah bebas dari 
ampasnya. Sari reject nanas yang didapat 
kemudian dikumpulkan dan dianalisa untuk 
mengetahui karakteristik kadar glukosa dari 
sari reject nanas yang dihasilkan. 
2.5  Sterilisasi 
Semua peralatan dan bahan yang 
digunakan pada penelitian ini harus melalui 
tahap sterilisasi untuk menghilangkan 
kontaminan yang mungkin akan 
mengganggu proses fermentasi. Proses 
sterilisasi di dalam autoclave pada suhu 
121°C selama 15 menit. 
2.6 Persiapan Medium Fermentasi 
 Medium fermentasi dibuat dengan 
cara mencampurkan substrat berupa sari 
reject nanas dengan konsentrasi gula total 
16,19%, urea 0,5% b/v dan NPK 0,08% b/v 
dari volume medium secara aseptis ke 
dalam fermentor. 
2.7 Persiapan Starter 
 Ambil larutan sebanyak 10% dari 
volume medium fermentasi yang telah 
disterilkan, masukkan kedalam erlenmeyer. 
Derajat keasaman larutan dijaga pada pH 4 
sampai 4,5 dengan menambahkan NaOH. 
Tambahkan ragi roti saft instant sebanyak 
0,3% b/v ke dalam larutan, inkubasi dalam 
inkubator selama 24 jam. 
2.7 Proses Fermentasi 
 Cek pH larutan medium (sisa 
pembuatan starter), Derajat keasaman 
larutan dijaga pada pH 4 sampai 4,5 dengan 
menambahkan NaOH. Campurkan larutan 
medium dengan starter, lakukan fermentasi 
selama 5 hari pada suhu ruang dengan 
kecepatan pengadukan 100 rpm. Dengan 
metodologi yang sama, lakukan proses 
fermentasi dengan variasi kecepatan 
pengadukan 150 rpm, 200 rpm, 250 rpm, 
dan 300 rpm. 
2.8 Proses Analisa Hasil Fermentasi 
Penentuan kadar etanol ditentukan 
dengan menggunakan kombinasi metode 
guymon yang menggunakan kombinasi 
alkohol meter dan rotary evaporator untuk 
proses pemurnian. Untuk analisa kadar 
glukosa substrat dengan metode Anthrone 
dengan bantuan spektrofotometer dan 
analisa berat kering sel dengan menghitung 
berat kering biomassa. 
III. Hasil dan Pembahasan 
3.1 Pengaruh Kecepatan Pengadukan 
Terhadap Konsentrasi Glukosa 
Sisa 
Pada Gambar 3.1 dapat dilihat 
hubungan antara waktu terhadap 
konsentrasi glukosa sisa. 
 
Gambar 3.1Kurva Hubungan Antara 
Waktu Terhadap Konsentrasi Glukosa Sisa 
Pada Gambar diatas dapat dilihat 
semakin lama waktu fermentasi, 
konsentrasi glukosa sisa yang terdapat pada 
substrat semakin berkurang. Hal ini 
disebabkan oleh yeast Saccharomyces 
cerevisiae menggunakan karbohidrat 
sebagai sumber karbon yang berfungsi 
sebagai makanan penghasil energi untuk 
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pertumbuhan dan metabolisme sel sehingga 
menghasilkan bioetanol sebagai metabolit 
primer. Menurut Azizah [2012], gula-gula 
yang terdapat pada substrat akan dikonversi 
menjadi bioetanol dengan bantuan 
Saccharomyces cerevisiae. 
Ditinjau dari variasi pengadukan, 
pada Gambar 3.1 dapat kita lihat bahwa 
terdapat perbedaan kemiringan grafik 
konsentrasi glukosa sisa. Menurut Ahmad 
[2009] salah satu fungsi dari pengadukan 
yaitu pemecah sel berkoloni sehingga sel-
sel mikroorganisme tidak membentuk 
gumpalan-gumpalan yang akan 
mengganggu perkembangbiakan sel akibat 
tidak mendapatkan makanan yang cukup 
dari substrat.  
Pada kecepatan pengadukan 100 dan 
150 rpm penurunan konsentrasi glukosa 
tidak terlalu tajam. Hal ini menandakan 
bahwa pada kecepatan 100 dan 150 rpm 
belum mampu memecah sel-sel yang 
berkoloni yang dibuktikan dengan masih 
terdapat gumpalan-gumpalan pada media 
fermentasi yang menyebabkan pemanfaatan 
glukosa yang terdapat pada substrat tidak 
sempurna. Hal tersebut tidak terjadi pada 
kecepatan 250 dan 300 rpm.  Menurut 
Kurniawan dkk [2011], peningkatan 
kecepatan pengadukan akan menghasilkan 
arus yang lebih besar sehingga waktu 
kontak mikroorganisme dengan substrat 
lebih cepat sehingga glukosa yang terdapat 
pada substrat tidak termanfaatkan dengan 
baik. 
Pada kecepatan 200 rpm penurunan 
konsentrasi glukosa lebih tajam 
dibandingkan dengan variasi kecepatan 
pengadukan yang lainnya. Hal ini dapat 
diartikan bahwa pada kecepatan tersebut, 
gula yang terdapat dalam substrat telah 
dimanfaatkan dengan baik oleh yeast. 
Sehingga kecepatan pengadukan 200 rpm 




3.2 Pengaruh Kecepatan Pengadukan 
Terhadap Konsentrasi Bioetanol 
Produktivitas bioetanol untuk 
penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 
3.2. 
 
Gambar 3.2Pengaruh Kecepatan 
Pengadukan Terhadap Konsentrasi 
Bioetanol 
Gambar diatas dapat dilihat bahwa 
kecepatan pengadukan mempengaruhi 
produktivitas bioetanol. Konsentrasi 
bioetanol tertinggi pada penelitian ini 
diperoleh pada fermentasi ke-60 jam 
disetiap variabel kecepatan pengadukan. 
Menurut Jackson [2014], Kecepatan 100 
rpm belum mampu menghasilkan 
konsentrasi bioetanol yang tinggi, yaitu 8% 
v/v dengan yield yang diperoleh sebanyak 
76,26% pada jam ke-60. Hal ini 
dikarenakan pada kecepatan tersebut 
medium belum tercampur secara sempurna 
sehingga kontak antara sel dengan substrat 
masih lambat dalam mengkonversi 
bioetanol secara optimal. Hal ini terlihat 
pada peningkatan variasi kecepatan 
pengadukan berikutnya yaitu 150 rpm 
mampu menaikkan konsentrasi bioetanol 
yang diperoleh yaitu sebesar 9% v/v 
dengan yield 85,79% pada jam yang sama.  
Dilanjutkan dengan variasi kecepatan 
pengadukan 200 rpm yang mampu 
menghasilkan 10% v/v dengan yield 
95,32% bioetanol pada jam ke-60. Pada 
kecepatan 200 rpm diperoleh kadar 
bioetanol tertinggi pada penelitian ini. 
Penambahan kecepatan pengadukan 
berikutnya menghasilkan konsentrasi 
bioetanol yang rendah yaitu 9% v/v dengan 
yield 85,79% pada kecepatan pengadukan 
250 rpm disusul dengan 300 rpm yang 
menghasilkan konsentrasi bioetanol 
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sebanyak 7% v/v dengan yield 66,73% dan 
merupakan konsentrasi bioetanol terendah 
pada penelitian ini.  
Menurut Kurniawan [2011], 
peningkatan kecepatan pengadukan dapat 
menurunkan perolehan konsentrasi 
bioetanol. Hal ini dapat disebabkan oleh 
peningkatan kecepatan pengadukan yang 
mengakibatkan arus yang dihasilkan lebih 
besar. Akibatnya waktu kontak enzim yang 
dihasilkan oleh yeast dengan substrat lebih 
cepat sehingga glukosa yang terkonversi 
menjadi bioetanol sedikit.Selain itu, 
Pengadukan pada kecepatan yang tinggi 
dapat menimbulkan vorteks, yang 
mengakibatkan kualitas pencampuran tidak 
sempurna [Perry, 1984]. Kondisi terbaik 
pada penelitian ini dapat dilihat dari 
perolehan konsentrasi tertinggi yaitu pada 
kecepatan pengadukan 200 rpm dengan 
perolehan kadar bioetanol sebesar 10% v/v 
dengan yield95,32% dengan waktu 
fermentasi 60 jam. 
Waktu yang digunakan untuk proses 
fementasi juga perlu diperhatikan. Menurut 
Bambang [2011], proses fermentasi 
memiliki waktu optimum untuk 
menghasilkan produk yang maksimal. 
Waktu fermentasi pada penelitian ini juga 
divariasikan selama 12, 24, 36, 48, 60, 72, 
84, 96, 108, dan 120 jam untuk melihat 
perkembangan hasil optimum dalam 
produksi bioetanol.  
Pada Gambar 3.2 juga dapat dilihat 
bahwa waktu fermentasi dapat 
mempengaruhi perolehan konsentrasi 
bioetanol pada variasi kecepatan 
pengadukan. Konsentrasi bioetanol 
tertinggi pada penelitian ini diperoleh pada 
fermentasi ke-60 jam. Sedangkan pada 
waktu fermentasi lebih dari 60 jam kadar 
bioetanol yang didapatkan cenderung 
konstan bahkan ada yang menurun. 
Kecenderungan konsentrasi bioetanol yang 
konstan bahkan menurun ini disebabkan 
oleh berkurangnya nutrisi pada medium. 
Serta semakin lama proses fermentasi 
menyebabkan banyak bioetanol yang telah 
terproduksi teroksidasi menjadi asam – 
asam organik dan CO2 yang merupakan 
senyawa inhibitor oleh mikroorganisme 
yang menyebabkan kematian pada 
mikroorganisme [Ahmad, 2009]. 
3.3 Pengaruh Kecepatan Pengadukan 
Terhadap Konsentrasi Sel 
Secara umum, hubungan antara waktu 
fermentasi terhadap konsentrasi sel pada 
berbagai jenis kecepatan pengadukan dapat 
dilihat pada Gambar 3.4. 
 
Gambar 3.4 Kurva Hubungan Antara 
Waktu Fermentasi dan Konsentrasi Sel 
Pada Gambar diatas dapat dilihat 
bahwa waktu fermentasi dapat 
mempengaruhi konsentrasi sel pada variasi 
kecepatan pengadukan.Konsentrasi sel 
tertinggi pada penelitian ini diperoleh pada 
fermentasi ke-48 jam. Sedangkan pada 
waktu fermentasi lebih dari 48 jam 
konsentrasi sel yang didapatkan cenderung 
konstan bahkan ada yang menurun. Hal ini 
sesuai dengan profil pertumbuhan 
mikroorganisme yang melewati beberapa 
fasa. Pada penelitian ini, fasa lag atau fasa 
adaptasi tidak lagi ditemukan pada proses 
fermentasi. Hal ini dikarenakan adanya 
tahapan persiapan starter atau tahapan 
pengembangan inokulum. 
Menurut Sari [2009], volume 
inokulum merupakan variabel yang paling 
berpengaruh dalam menghasilkan alkohol, 
semakin besar volume inokulum maka akan 
semakin besar pula konsentrasi alkohol 
yang didapat. Hal ini dikarenakan fasa lag 
dipengaruhi oleh volume inokulum. 
Semakin besar inokulum maka semakin 
pendek fasa lag yang terjadi, sehingga 
cepat mencapai fasa log atau fasa 
eksponensial. Dengan kata lain fungsi dari 
pembuatan inokulum adalah mengurangi 
fasa lag.  
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Fasa antara 0 jam sampai dengan 48 
jam disebut fasa log atau eksponensial. 
Pada fasa ini mikroorganisme telah 
menyesuaikan diri dengan media 
fermentasi sehingga penimbunan sel 
berlangsung dengan waktu regenerasi yang 
cepat. Pertumbuhan pada fasa eksponensial 
memberikan laju pertumbuhan 
mikroorganisme yang maksimum yang 
menghasilkan penimbunan sel yang besar 
dengan waktu regenerasi yang relatif cepat. 
Pada waktu fermentasi lebih dari 48 jam 
konsentrasi sel yang didapatkan cenderung 
konstan bahkan ada yang menurun. Hal ini 
dikarenakan pertumbuhan mikroorganisme 
mencapai keadaan maksimum dan 
mikroorganisme yang aktif dan mati relatif 
seimbang yang disebut juga dengan fasa 
stationer dan dilanjutkan dengan fasa 
kematian. Hal ini disebabkan oleh 
berkurangnya nutrisi berupa glukosa pada 
medium [Ahmad, 2009]. 
Dari segi kecepatan pengadukan 100 
dan 150 rpm yeast belum terdistribusi 
secara baik keseluruh bagian yang ada pada 
reaktor sehingga pengembangbiakan sel 
akan terganggu akibat sel tersebut tidak 
mendapatkan makanan yang cukup dari 
subtratnya. Pada kecepatan pengadukan 
250 dan 300 rpm terjadi penurunan 
konsentrasi sel. Hal ini disebabkan oleh 
arus yang dihasilkan lebih besar sehingga 
menyebabkan timbulnya vorteks. Selain itu, 
waktu kontak yeast dengan substrat relatif 
cepat. Akibatnya penyerapan atau 
pemenfaatan makanan tidak berjalan 
dengan efektif. Dengan kata lain, kondisi 
terbaik yang diperoleh untuk mendapatkan 
konsentrasi sel tertinggi pada penelitian ini 
yaitu  45,6 g/l dengan waktu fermentasi 60 
jam pada kecepatan pengadukan 200 rpm. 
IV. KESIMPULAN DAN SARAN 
4.1 Kesimpulan 
 Bioetanol dapat diproduksi dari 
bahan baku sari reject nanas 
menggunakan proses fermentasi 
sistem batch, dengan bantuan yeast 
Saccharomyces cerevisiae. 
 Pengaruh kecepatan pengadukan 
terhadap konsentrasi bioetanol yang 
dihasilkan pada penelitian ini adalah 
konsentrasi bioetanol yang optimum 
akan diperoleh ketika mencapai 
kecepatan pengadukan yang 
optimum. 
 Waktu fermentasi berpengaruh 
terhadap konsentrasi bioetanol yang 
dihasilkan. Konsentrasi bioetanol 
yang diperoleh akan semakin 
meningkat hingga mencapai waktu 
fermentasi yang optimum. 
 Kondisi terbaik pada penelitian ini 
dilihat dari konsentrasi bioetanol 
optimum yang dihasilkan yaitu 10 % 
pada kecepatan pengadukan 200 rpm 
dan waktu fermentasi 60 jam.  
4.2    Saran 
Adapun saran yang dapat digunakan 
untuk penelitian selanjutnya untuk 
memperoleh hasil analisa produk bioetanol 
yang lebih teliti, perlu dilakukan analisa 
dengan menggunakan GC (Gas 
Chromatography). Perlu dilakukan 
pengembangan dalam pemilihan yeast yang 
digunakan untuk menghasilkan konsentrasi 
bioetanol yang lebih tinggi serta penting 
melakukan penelitian untuk menghilangkan 
vortex pada kecepatan tinggi dengan 
menambahkan baffle pada fermentor. 
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